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III. METODE PENELITIAN 
3.1. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari hingga Mei 2018. 
Bertempat di Laboratorium Kultur, Universitas Muhammadiyah Malang, Jl. Raya 
Tlogomas No. 246, Malang. Memiliki suhu 19 – 23 o C. 
3.2. Alat dan Bahan 
Alat-alat yang digunakan dalam penilitian ini yaitu breaker glass, pipet 
ukur, pipet tetes, gelas ukur, corong kaca, spatula, pH meter, microwave, botol 
kultur, alumunium foil, plastik, karet, tisu, kertas label, masker, karet hisap, agar 
dispenser, freezer, autoklaf dan timbangan analitik, LAF (Laminar Air Flow), 
pinset, scalpel, gunting, bunsen burner, hand sprayer, plastik warp, penggaris, 
dan alat tulis. 
Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu eksplan kentang varietas 
Granola kembang, eksplan varietas Granola Lembang, alkohol 70% dan 96%, 
stok media MS, NAA, BAP, GA3, Kinetin, IAA, Glisin, air kelapa, Ca3(PO4)
2, 
spirtus, aquades, sukrosa, dan agar. 
3.3. Rancangan Percobaan 
Metode Percobaan ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) 
Faktorial dengan Faktor pertama yakni Varietas sebanyak 2 taraf, yaitu: 
V1 : Varietas Granola Lembang 
V2 : Varietas Granola Kembang
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Faktor kedua yakni Media sebanyak 5 taraf, yaitu: 
M1 : 0,005 mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin 
M2: 0,5 mg/l IAA + 2 mg/l BAP 
M3 : 0,2 mg/l GA3 + 2 mg/l Ca3(PO4)
2 + 75 ml/l Air Kelapa + 6 g/l Agar 
M4 : 3 mg/l GA3 + 0,1 mg/l Kinetin  
M5 : 0,4 mg/l Tiamin + 2 mg/l Glisin + 2 mg/l Niasin + 1 mg/l IAA + 3 mg/l BAP 
+ 0,5 mg/l GA3 + 0,03 mg/l NAA 
sehingga diperoleh 10 kombinasi perlakuan dan diulang sebanyak 3 kali 
sesuai dengan perhitungan sebagai berikut : 
Kombinasi Perlakuan 
Kombinasi yang didapatkan, yakni: 
V1M1 = Varietas Granola Lembang  + 0,005 mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin  
V1M2 =  Varietas Granola Lembang  + 0,5 mg/l IAA + 2 mg/l BAP  
V1M3 = Varietas Granola Lembang +  0,2 mg/l GA3 + 2 mg/l Ca3(PO4)
2 + 75 ml/l 
Air Kelapa + 6 g/l Agar  
V1M4 = Varietas Granola Lembang  + 3 mg/l GA3 + 0,1 mg/l Kinetin  
V1M5 = Varietas Granola Lembang + 0,4 mg/l Tiamin + 2 mg/l Glisin + 2 mg/l 
Niasin + 1 mg/l IAA + 3 mg/l BAP + 0,5 mg/l GA3+ 0,03 mg/l NAA  
V2M1 = Varietas Granola Kembang +  0,005 mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin  
V2M2 = Varietas Granola Kembang + 0,5 mg/l IAA + 2 mg/l BAP  
V2M3 = Varietas Granola Kembang + 0,2 mg/l GA3 + 2 mg/l Ca3(PO4)
2 + 75 ml/l 
Air Kelapa + 6 g/l Agar  
V2M4 = Varietas Granola Kembang  + 3 mg/l GA3 + 0,1 mg/l Kinetin  
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V2M5 = Varietas Granola Kembang  + 0,4 mg/l Tiamin + 2 mg/l Glisin + 2 mg/l 
Niasin + 1 mg/l IAA + 3 mg/l BAP + 0,5 mg/l GA3 + 0,03 mg/l NAA  
Perhitungan Ulangan : 
(t-1)(r-1) >= 15 
(10-1)(r-1) >= 150 
9(r-1) >= 15 
9r – 9 >= 15 
9r >= 24 
r >= 2,667 
r = 3 
3.4. Denah Penelitian 
 
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
V1M5 V1M1 V1M5
V2M2 V1M2 V1M4
V1M3 V2M3 V2M2
V2M3 V1M4 V2M3
V2M1 V1M3 V1M2
V2M4 V2M4 V2M1
V2M5 V1M5 V1M3
V1M2 V2M1 V2M5
V1M1 V2M5 V1M1
V1M4 V2M2 V2M4   
Gambar 1. Denah Penelitian 
Dasar pengelompokan dari penelitian ini adalah waktu penanaman eksplan 
kentang. Penanman dilakukan setiap 1 hari sekali setiap 1 kelompok dengan 
jumlah sampel tanaman per botol yakni 4 sampel tanaman dimana setiap 
perlakuan terdiri dari 5 sampel botol kultur dengan total per kelompok yakni 25 
U 
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botol kultur. Jarak antara botol kultur sebesar 10x10 cm. Rak kultur yang 
digunakan adalah rak vertical dengan panjang rak 160 cm dan lebar 60 cm. 
3.5. Pelaksanaan Penelitian 
Penelitian dilakukan dalam beberapa tahap yaitu persiapan dan sterilisasi 
alat, pembuatan media, sterilisasi media persiapan eksplan kentang, penanaman 
eksplan, dan inkubasi. 
3.5.1. Persiapan dan Sterilisasi Alat 
 Proses persiapan dan sterilisasi alat yang digunakan adalah sebagai berikut: 
1. Menyiapkan semua alat yang disteril yaitu cawan petri, pinset, scalpel, gunting, 
dan botol kultur. 
2. Merendam alat yang digunakan menggunakan larutan Clorox 0,5% selama 1 
hari satu malam. 
3. Membilas alat yang telah direndam dengan Clorox, kemudian alat dikeringkan 
dengan memasukkan ke dalam oven selama ± 1 jam. 
4. Sterilisasi cawan petri, pinset, scalpel dan gunting dilakukan dengan melapisi 
cawan petri, pinset, scalpel dan gunting dengan kertas dan dimasukkan ke 
dalam plastik, sedangkan botol kultur di tutup menggunakan plastik dan diikat 
dengan karet. 
5. Memasukkan semua alat yang disterilisasi ke dalam autoklaf. 
6. Sterilisasi alat dilakukan dengan suhu 121oC selama 60 menit. 
3.5.2. Pembuatan Media 
 Proses pembuatan media kultur yang digunakan adalah sebagai berikut: 
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1. Menyiapkan dan mensterilisasi peralatan yang digunakan dalam pembuatan 
media. 
2. Membuat larutan stok media MS beserta Zat Pengatur Tumbuh yang 
digunakan. 
3. Mempersiapkan stok media MS dan mengambil stok media dengan 
menggunakan pipet ukur ke dalam beker glass untuk pembuatan media MS 
4. Membuat media perlakuan yang terdiri dari media MS dengan penambahan 
Zat Pengatur Tubuh yang masing-masing : 
M1 = MS + 0,005 mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin  
M2 =  MS + 0,5 mg/l IAA + 2 mg/l BAP  
M3 = MS + 0,2 mg/l GA3 + 2 mg/l Ca3(PO4)
2 + 75 ml/l Air Kelapa + 6 g/l 
Agar  
M4 = MS + 3 mg/l GA3 + 0,1 mg/l Kinetin  
M5 = MS + 0,4 mg/l Tiamin + 2 mg/l Glisin + 2 mg/l Niasin + 1 mg/l IAA + 
3 mg/l BAP + 0,5 mg/l GA3 + 0,03 mg/l NAA  
5. Menimbang sukrosa sebanyak 9 g untuk setiap perlakuan sehingga 
dibutuhkan sukrosa sebanyak 90 g untuk seluruh kebutuhan media. 
6. Menimbang agar sebanyak 2,25 g untuk setiap perlakuan kecuali 1,8 g untuk 
media M3 sehingga dibutuhkan agar sebanyak 22,05 g  untuk seluruh 
kebutuhan media. 
7. Menambahkan sukrosa yang telah ditimbang sesuai dengan kebutuhan ke 
dalam media dan mengaduk media sampai homogen  
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8. Mengatur pH media dan Menambahkan NaOH tetes pertetes jika pH media 
terlalu asam dan menambahkan HCl jika pH terlalu basa sambil diaduk terus 
menerus agar larutan menjadi homogen dan tepat pengukuran pH-nya. 
9. Menambahkan agar-agar yang telah ditimbang jika pH telah mencapai 5,6-
5,8. 
10. Memanaskan media menggunakan microwave sampai mendidih dan merata. 
11. Memasukkan media ke dalam botol kultur yang telah disterilisasi dengan 
menggunakan agar dispenser. Setiap botol berisi 20 ml media. 
12. Menutup botol dengan plastik yang telah disterilisasi sebanyak 2 lapisan dan 
diikat dengan karet gelang. 
3.5.3. Sterilisasi Media 
Proses sterilisasi media kultur yang dilakukan adalah sebagai berikut : 
1. Memasukkan botol kultur yang telah terisi media ke dalam autoklaf 
2. Mensterilkan media dengan suhu 121oC selama 10 menit. 
3. Mengambil media dalam autoklaf dan mendiamkannya sampai media benar-
benar dingin kemudian memasukkan media ke dalam ruang kultur. 
4. Mendiamkan media 4-5 hari untuk mengetahui kontaminasi dari media kultur 
tersebut. 
3.5.4. Persiapan Planlet Kentang Varietas Granola 
Planlet kentang varietas Granola Kembang yang digunakan diperoleh dari 
Laboratorium Kultur In Vitro Universitas Muhammadiyah Malang, sedangkan 
planlet Kentang Varietas Granola Lembang diperoleh dari Kebun Bibit 
Hortikultura (KBH), Batu. Planlet yang dijadikan eksplan dalam penelitian ini 
adalah planlet kentang yang bebas kontaminasi, tidak layu, tidak mengalami 
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browning, sehat, tidak ada tanda-tanda penyakit dan telah tumbuh minimal ½ dari 
botol kultur. 
3.5.5. Penanaman Eksplan. 
Proses penanaman kentang yang dilakukan adalah sebagai berikut : 
1. Mempersiapkan alat yang digunakan meliputi cawan petri, pinset, scalpel, 
gunting, alkohol 96% untuk steril pinset, scalpel dan gunting dan Bunsen 
burner. 
2. Memasukkan cawan petri, pinset, scalpel dan gunting ke dalam LAF. 
3. Menyalakan lampu UV selama 1 jam kemudian mematikan lampu UV setelah 
1 jam dan menyalakan blower. 
4. Memasukkan media kultur perlakuan dan eksplan kentang ke dalam LAF. 
Penanaman dilakukan setiap 1 hari sebanyak 1 kelompok. 
5. Merendam pinset, scalpel dan gunting dalam alkohol 96% dan membakar alat 
tersebut sebelum digunakan dalam Bunsen burner. 
6. Meletakkan eksplan kentang dalam cawan petri dan memotong eksplan tunas 
kentang 2-3 buku batang eksplan kemudian membuka tutup botol kultur yang 
berisi media perlakuan. 
7. Menutup kembali botol dengan plastik dan mengikat dengan karet sebanyak 2 
lapisan plastik penutup dan melapisinya dengan plastik wrap botol untuk 
meminimalisir kontaminasi. 
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3.5.6. Sub kultur  
Proses sub kultur kentang yang dilakukan adalah sebagai berikut : 
1. Mempersiapkan alat yang digunakan meliputi cawan petri, pinset, scalpel, 
gunting, alkohol 96% untuk steril pinset, scalpel dan gunting dan Bunsen 
burner. 
2. Memasukkan cawan petri, pinset, scalpel dan gunting ke dalam LAF. 
3. Menyalakan lampu UV selama 1 jam kemudian mematikan lampu UV setelah 
1 jam dan menyalakan blower. 
4. Memasukkan media kultur MS 0 dan eksplan kentang hasil penanaman ke 
dalam LAF. Sub kultur dilakukan setiap 1 hari sebanyak 1 kelompok. 
5. Merendam pinset, scalpel dan gunting dalam alkohol 96% dan membakar alat 
tersebut sebelum digunakan dalam Bunsen burner. 
6. Meletakkan eksplan kentang dalam cawan petri dan memotong eksplan tunas 
kentang 2-3 buku batang eksplan kemudian membuka tutup botol kultur yang 
berisi media perlakuan. 
7. Menutup kembali botol dengan plastik dan mengikat dengan karet sebanyak 2 
lapisan plastik penutup dan melapisinya dengan plastik wrap botol untuk 
meminimalisir kontaminasi. 
3.5.7. Inkubasi 
 Inkubasi dilakukan di ruang kultur dengan kondisi ruangan yang steril 
dengan suhu dan cahaya terkontrol. Dalam tahap ini botol kultur yang telah 
ditanami di simpan di rak kultur dengan suhu ± 22oC dengan pencahayaan lampu 
28 watt selama 16 jam penyinaran dan 8 jam masa gelap. Inkubasi dilakukan 
selama 30 hari setelah tanam. 
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3.6. Variabel Pengamatan 
 Variabel pengamatan terdiri dari pengamatan pertumbuhan tunas kentang 
saat inkubasi, pengamatan kontaminasi eksplan dan pengamatan persentase tunas 
browning. Berikut ini adalah diskripsi variabel pengamatan yang diamati dalam 
penelitian ini, yaitu : 
A. Pengamatan Pertumbuhan Multiplikasi Tunas Kentang 
1. Waktu munculnya tunas pertama, dihitung pada hari pertama mulai 
muncul tunas baru yang pertama kali, baik tunas apikal maupun tunas 
lateral pada 4 sampel eksplan setelah tanam. 
2. Jumlah tunas, dihitung berapa banyak tunas baru yang muncul pada 4 
sampel eksplan dengan interval 6 hari sekali sampai 30 HST. 
3. Jumlah akar, dihitung berapa banyak akar yang muncul dengan interval 
pengamatan setiap 6 hari sekali sampai 30 HST. 
4. Panjang tunas, diukur dari muncul tunas pertama sampai dengan ujung 
tunas tertinggi pada 4 sampel eksplan, panjang tunas diamati 6 hari sekali 
sampai 30 HST. 
5. Panjang akar, diukur dari pangkal tanaman sampai dengan ujung akar 
terpanjang, panjang akar diamati 6 hari sekali sampai 30 HST. 
6. Jumlah daun, diukur berapa jumlah daun pada eksplan kentang, diamati 6 
hari sekali sampai 30 HST. 
7. Jumlah buku, diukur jumlah buku pada eksplan kentang, diamati 6 hari 
sekali sampai 30 HST. 
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B. Pengamatan Persentase Kontaminasi Eksplan 
 Pengamatan persentase kontaminasi eksplan dilakukan dengan interval 6 hari 
sekali. Menghitung persentase dari rerata kontaminasi eksplan pada umur 30 hari 
setelah tanam setiap perlakuan. Rumus perhitungan kontaminasi menggunakan 
teori oleh (Sudijono, 2011) dengan rumus sebagai berikut : 
x 100% 
C. Persentase Nekrosis Pada Pucuk Tunas 
 Pengamatan nerosis dilakukan pada saat mulai muncul gejala nekrosis pada 
pucuk tunas eksplan kentang yaitu ditandai dengan pencoklatan di daerah pucuk 
tunas eksplan kentang. Pengamatan nekrosis dilakukan dengan cara menghitung 
berapa jumlah tunas yang mengalami gejala nekrosis tiap eksplan. Rumus 
perhitungan nekrosis menggunakan teori oleh (Sudijono, 2011) dengan rumus 
sebagai berikut : 
x 100% 
D. Perhitungan Potensi Multiplikasi Tunas Kentang 
 Perhitungan multiplikasi tunas dilakukan untuk mengetahui potensi produksi 
tunas kentang pada perbanyakan in vitro. Rumus yang digunakan untuk 
menghitung multiplikasi tunas yang dihasilkan dihitung menggunakan formulasi 
teori (Santoko, 2014) adalah sebagai berikut : 
Y = An x B x F1 x F2 
Keterangan : 
Y = jumlah planlet yang dapat di hasilkan 
A = rerata jumlah tunas yang dihasilkan pada setiap periode sub kultur (faktor 
multiplikasi) 
26 
B = jumlah eksplan awal yang tumbuh 
n = jumlah subkultur pada periode tertentu (3 kali dalam 3 bulan) 
F1 = persentase keberhasilan pada tahap multiplikasi (asumsi 100%) 
F2 = persentase keberhasilan pada tahap elongasi (asumsi 100%) 
3.7.  Analisis Data 
Data yang diperoleh di analisis dengan menggunakan Anova dengan uji F 
taraf 1 % dan 5% untuk mengetahui pengaruh dari perlakuan yang diberikan. 
Apabila pengaruh perlakuan nyata dilanjutkan dengan uji BNJ 5% untuk 
mengetahui pengaruh terbaik pada seluruh perlakuan. 
